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هاي آنزیمی در تعیین درجه سمیت دیازینون و بررسی اثر آن بر روي برخی شاخص
  )Huso huso(ماهی فیل
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  1چکیده
گونه فیل ماهی ابتـدا در کش دیازینون و درجه سمیت آفت 50LC، به منظور تعیین پژوهشدر این 

دو شاخص آنزیمـی ي آن بر هاي تحت کشندهو سپس اثرات غلظتانجام شد  آزمایش سمیت کشنده
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج  )AChE) و یک شاخص آنزیمی اختصاصی (ASTو  ALTمی (عمو

سمیت کشنده نشان داد که غلظت کشنده، حداقل غلظت موثره، حداکثر غلظت مجاز دیازینون در بچه 
کش را براي فیل ماهی محاسبه شد و این حشره گرم بر لیترمیلی 54/0و  28/4، 47/5برابر فیل ماهیان 

با افـزایش  هاي آزمایش زیر کشنده نشان داد کهبندي کرد. یافتهطبقه» درجه سمیت متوسط«توان با می
در پلاسماي ماهیان آزمایشی افزایش یافته است،  ALTو  ASTغلظت دیازینون در آب، فعالیت آنزیم 

ود. از طرفی شهاي عمومی دیده میبنابراین یک رابطه مستقیم بین غلظت سم دیازینون با این شاخص
افزایش غلظت سم دیازینون، سبب ایجاد یک روند کاهشی در فعالیت کولین استرازي در هر دو بافت 

دارد.  کشرابطه مستقیمی با غلظت آفت AChEمغز و ماهیچه شده است. به عبارت بهتر، مهارشدگی آنزیم 

                                                
   nima.shiry@gmail.com*مسئول مکاتبه: 
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ه از نظـر آزمـون کشـندگی، دیـازینون کـ کـشهایی از آفتتوان گفت، غلظتبا توجه به این نتایج می
باعـث بـروز تغییراتـی در تواننـد مـی شـوند،هـاي غیرهـدف شـناخته مـیموثر و مجاز براي گونهغیر

  هاي آنزیمی سرم خون و مهارشدگی استیل کولین استرازي در آنها گردند.شاخص
  

  ماهیهاي آنزیمی، دیازینون، فیلشاخص ،50LCدرجه سمیت،  کلیدي: هايواژه
  

  مقدمه
ي آلی است که به علت کارایی و اثرگذاري بالا، در هاي فسفرهکشیکی از مهمترین آفت 1یازینوند

 کش). این حشره2008، و همکاران بسیاري از نواحی کشاورزي ایران مصرف بالایی دارد (عباسیان
هاي شمال در شالیزار که تخوار برنج در ایران استرین سموم براي مبارزه با کرم ساقهیکی از رایج

ي پاشی باقیماندهاز سم ). پس2007جهرمی، گردد (طالبیمیایران در مقیاس وسیعی از آن استفاده 
کش در پی بارندگی فصلی یا آبیاري به تدریج از روي محصولات و گیاهان زراعی، شسته شده و آفت

کش دیازینون حشره عمر نیمه .)2008شود (شایقی و همکاران، میهاي سطحی و زیر زمینی وارد آب
باشد. از این رو تا روز می 171گراد برابر با ي سانتیدرجه 21و دماي  3/7ي هاي با اسیدیتهدر آب

گردند کش در نواحی ساحلی و مصبی دریاي خزر انباشته میپاشی، این آفتها پس از سممدت
به عنوان موجودات غیر هدف  یانماه ترکیب شیمیایی قادر است با ورود به بدن این .)2008(عباسیان، 

هاي غذایی به هاي زیستی در آنها شده و از طریق انباشتگی زیستی و زنجیرهسبب بروز پاسخ آبزي،
). بنابراین بررسی اثرات کشنده و تحت 2008فوئنتس و همکاران،  -انسان منتقل شوند (رودریگوز

  رسد.ل ماهی، الزامی به نظر میفیهاي تجاري دریاي خزر نظیر ي این سموم بر گونهکشنده
روند که ذخایر طبیعی هاي حساس و با ارزش از لحاظ اقتصادي بشمار میماهیان خاویاري از گونه

هاي شیمیایی قرار گرفته است (کاجیوارا و همکاران، آنها امروزه در معرض خطر جدي با آلاینده
ر فصل بهار است که د دریاي خزرکن سا هايیکی از مهمترین گونه Huso huso ماهی فیل .)2003

کند و همچنین تکثیر مصنوعی و هاي جنوبی این حوضه آبریز مهاجرت میبراي تولیدمثل به رودخانه
ماهیان با هدف بازسازي ذخایر این گونه، هر ساله توسط سازمان شیلات ایران صورت رهاسازي بچه

هاي اخیر، گویاي این هیان خاویاري در سالي ما). کاهش میزان صید سالانه1999گیرد (عبدلی، می
                                                
1- [O,O-diethyl O-(2-isopropyl-4-methyl-6-pyrimiinyl) phosphorothioate] 
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هاي محل رهاسازي درصد تلفات بالایی ماهیان تکثیر شده، در مصب رودخانهمطلب است که بچه
ماهیان پیش از مهاجرت توان این مورد اخیر را با فقدان شرایط مناسب براي سازگاري بچهدارند و می

هاسازي آنها مرتبط دانست. باقیمانده ترکیبات فسفره هاي کشاورزي در محل ربه دریا، نظیر آلودگی
  تواند نقش مهمی در کیفیت رهاسازي این گونه داشته باشد.آلی مانند دیازینون، می

هاي گروه ترانس مهمترین آنزیم )ALT(و آلانین آمینوترانسفراز  )AST(آسپارتات آمینو ترانسفراز 
کنند. این آلفا کتو اسید را به آمینو اسیدها کاتالیز می آمینازها هستند که با انتقال واحدهاي آمین،

ها و عضلات شوند و به مقدار کمتري در قلب، کلیهدر سلولهاي کبد یافت می طور عمدهبهها آنزیم
هاي کبد موجب افزایش ). هرگونه آسیب یا نکروز سلول2005اسکلتی نیز حضور دارند (ابراهیمی، 

ها در رو افزایش سطح فعالیت این آنزیمگردد. از اینشدن آنها به پلاسما میها و وارد ترشح این آنزیم
). 2010هاي بافتی به ویژه بافت کبد باشد (بنایی و همکاران، تواند حاکی از آسیبپلاسما می

هاي ) در طی فرایندOxonهاي اوکسون (توانند در اثر سمیت ترکیبات متابولیتهاي کبدي میآسیب
). دیازینون 2009هاي فسفره از جمله دیازینون ایجاد شوند (اوبومانو و همکاران، کشفتزدایی آسم

هاي فسفات استر باشد که پس از تجزیه به متابولیتمانند دیگر سموم فسفره واجد فسفوروتیونات می
خوردار ) برAChEاستیل کولین استراز ( یا اوکسون که از قابلیت بالایی در ممانعت از فعالیت آنزیم

 AChEناپذیر ) سازوکار آن در واقع، مهار برگشت2001شود (تانگ و همکاران، است، تبدیل می
 کنندهاست، بطوریکه این ترکیبات همانند یک سوبسترا براي آنزیم رفتار میکشتوسط این گروه آفت

چنان م استرازي آنمانده ترکیب فسفره از آنزیبر این اساس، جدا شدن باقی .)2008(وارو و همکاران، 
رسان عصبی نبوده، استیل کولین در شیار گیرد که آنزیم قادر به هیدرولیز کردن پیامکند صورت می

آنزیم کولین  .)1997(فرنزي و همکاران،  شودو انتقال عصبی بتدریج متوقف می یابدمیعصبی تجمع 
و  1هاي مولکولی استیل کولین استرازاستراز معمولا در عضلات و کبد جانوران به شکل ترکیبی از فرم

نیز هر دو نوع  هاپژوهش) و در برخی 2007، و همکاران وجود دارد (الکساندر 2بوتیریل کولین استراز
). در 2005از آنزیم کولین استراز در بافت هموژنیزه شده سر شناسایی شده است (مونتیرو و همکاران، 

) Pleuronectes vetulus(بافت عضله یک گونه ماهی کفزي درصد میزان کولین استراز کل در  30حدود 
). درصد این 2008فوئنتس و همکاران،  - را بوتیریل کولین استراز به خود اختصاص داد (رودریگوز

                                                
1- Acethylcholinesterase (AChE) 
2- Butyrylcholinesterase (BChE) 
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). 2010، چاتونتتواند متفاوت باشد (پزمنتی و ها، میهاي مختلف و حتی بین گونهترکیب در شاخه
هاي کشان یک شاخص زیستی اختصاصی و مطمئن براي آفتبه عنو AChEسنجش میزان فعالیت 

؛ آکر و 2001هاي متعدد استفاده شده است (تانگ و همکاران، ارگانوفسفره و کاربامات در پژوهش
 .)2010؛ مدگلا و همکاران، 2008همکاران، 

ن بر حاضر در نظر دارد تا علاوه بر تعیین درجه سمیت دیازینون، اثرات سم دیازینو این پژوهش
) را در فیل AChE) و یک شاخص آنزیمی اختصاصی (ASTو  ALTدو شاخص آنزیمی عمومی (

ماهیان خاویاري را با تواند رهاسازي بهینه بچهاي میبررسی نماید. چنین مطالعه) Huso huso(ماهی 
با هاي آنزیمی پس از مواجهه کش کشاورزي مورد بررسی، زمان سمپاشی و پاسختوجه به غلظت آفت

  هاي زیستی تعیین گردد.سم را توصیف کند و سازوکار استفاده از این شاخص
  

  هامواد و روش
 )± SD گرم (میانگین 13±2ماهی با وزن متوسط قطعه بچه فیل 300 تعداد اسمی ماهیان و شرایط آزمایش:

پرورش گروه  از مرکز تکثیر و پرورش شهید رجایی در سمسکنده ساري تهیه شده و به کارگاه تکثیر و
به بچه ماهیان شیلات پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران (واقع در کرج) منتقل شدند. 

داري شدند تا هم سازگاري با محیط جدید لیتري فایبرگلاس نگه 1000روز در دو تانک  10مدت 
تمالی در محیط، هاي احها تحت تاثیر مهارکنندهصورت گیرد و هم سطح آنزیم کولین استراز بافت

 ، سختی کل7در حدود  اسیدیتهآب از جمله  و شیمیایی پارامترهاي فیزیکیبازیابی شود. 
mg/lit 3CaCO 175 اکسیژن محلول بیش از ،ppm 7  گراد تحت کنترل درجه سانتی 22±5و دماي
صد) در 40درصد محلول در زایلون  60دیازینون (به صورت امولسیون با خلوص  کشحشره بودند.

تهیه گردید. به  ppm10000 ساخت ایران شرکت پرتونار خریداري شد و محلول مادر با غلظت 
ماهیان ي بچهلیتري منتقل شدند. تغذیه 100منظور انجام آزمایشات، بچه ماهیان به مخازن فایبرگلاس 

ت قبل از ساع 24با غذاي بیومار فرانسه دو بار در روز به میزان یک درصد وزن بدن صورت گرفت. 
  .شروع آزمایش و همچنین در زمان کشتار تغذیه متوقف شد

ساعت و بر اساس  96در ) 50LC(این آزمایش با روش غلظت کشنده میانه  آزمایش سمیت کشنده:
ماهیان انجام گرفت. به منظور تعیین با شرایط استاتیک آب روي بچه فیلOECD  )1992( راهنماي

گرم بر لیتر دیازینون تحت میلی 5/7و  4هاي ماهی در غلظت 30داد دامنه کشندگی سم دیازینون، تع
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گرم بر لیتر میلی 4یک پیش آزمایش قرار گرفته و در ماهیان گروه آزمایشی در معرض غلظت 
گرم بر لیتر همگی تلف شدند. میلی 5/7گونه مرگ و میر مشاهده نشد ولی ماهیان تحت غلظت هیچ

میت اصلی بر اساس این پیش آزمایش، تعیین شده و ماهیان در معرض هاي آزمایش سبنابراین غلظت
 96گرم بر لیتر) به مدت میلی 5/7، 75/6، 6، 5(شاهد)،  0هاي مختلف دیازینون (شامل: ي غلظتدامنه

ماهی که به طور تصادفی در تعداد فیل قطعه بچه 150ساعت قرار گرفتند. آزمایش سمیت حاد روي 
قطعه ماهی) توزیع  10لیتري (سه تکرار براي هر غلظت و هر تانک شامل  100س تانک فایبرگلا 15

شده بودند، در شرایط آب نزدیک به شرایط زمان سازگاري انجام شد. در طول دوره آزمایش به ماهیان 
هاي آزمایشی روزي دو مرتبه کنترل شده و مرگ و میر ماهیان در معرض غذادهی نشد. تمام گروه

گردید  ساعت پس از افزودن این سم، ثبت 96و  72، 48، 24هاي تلف سموم در زمانهاي مخغلظت
  ).2011(ریکو و همکاران، 

ماهیان در مجاورت سه به منظور انجام تست سمیت زیر کشنده بچه: آزمایش سمیت زیر کشنده
کرار و در طول گرم بر لیتر)، در سه تمیلی 1، 5/0(شاهد)،  0غلظت متفاوت از سم دیازینون (شامل: 

هاي سم در این آزمایش براساس آزمایش سمیت کشنده ي آزمایش قرار گرفتند. غلظتروز دوره 15
درصد مقادیر بدست  20درصد و  10هاي آزمایش زیرکشنده حدود که غلظتطوريهب تعیین گردید

ر نه تانک بطور تصادفی د ماهیانبچه .بوده و بر این اساس انتخاب گردید 96h 50LCآمده از 
ماهی قرار داده شده و شرایطی قطعه بچه 10لیتري توزیع شدند. در هر تانک تعداد  100فایبرگلاس 

ها وجود داشت. میزان غذادهی به ماهیان نیز به همان مقدار هاي پیشین در این تانکمشابه آزمایش
از کشتار غذادهی  ساعت پیش 24ي نگهداري و سازگاري (یک درصد وزن بدن) انجام گرفت و دوره

 10هر روز آب به میزان ي آزمایش سمیت زیر کشنده، در دورهبه ماهیان آزمایشی متوقف گردید. 
  گردید.هاي سموم براي هر تانک تنظیم میشد و دوباره این غلظتدرصد تعویض می

در سه زمان و در برداري از بافتها، گیري و نمونهکشتار ماهیان، خون ها:برداري از خون و بافتنمونه
در هر کشتار،  ي این جانوران با سم انجام شد.روزهاي پنجم، دهم و پانزدهم پس از اولین مواجهه

گیري صورت به طور جداگانه با استفاده از قطع ساقه دمی خون از ماهیان متعلق به هر تیمارابتدا 
از  )2004اد ترکر و همکاران (گرفت و براي آنکه میزان خون مورد نیاز تامین شود، بر اساس پیشنه

 2هاي اپندورف هاي خون در لولهقطعه ماهی به ازاي هر تیمار خونگیري انجام شد و نمونه 4حدود 
برداشته  ، نمونههاي مغز و عضله اسکلتی ماهیانلیتري حاوي هپارین نگهداري شد. سپس از بافتمیلی

  گراد منجمد گردید.درجه سانتی - 70شده و در فریزر 
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به منظور تهیه پلاسما، خون گرفته شده از ماهیان درون همان  :Supernatantتهیه پلاسما و 
دور  4500هاي اپندورف، سانتریفیوژ گردید. این عملیات با دستگاه میکروسانتریفیوژ و با سرعت لوله

 ،Eppendorf AG 22311 Hamburg, centrifuge 5415D دقیقه با دستگاه 10در دقیقه به مدت 
 - 78هاي بیوشیمیایی در فریزر راحل آزمایشـام مـده نیز تا انجـرفته و پلاسماي به دست آمـصورت گ

برداري با کمک هاي ماهیچه و مغز حاصل از نمونهبافتگراد نگهداري گردید. همچنین درجه سانتی
ستی هموژن ) به صورت د100درصد ترایتون ایکس 1و حاوي  pH=7با مولار  1/0بافر فسفات (محلول 

و دماي چهار درجه گرم  1000دقیقه در  20حاصل از سانتریفیوژ (مدت  Supernatantشده و سپس 
گراد براي استفاده در مراحل بعدي در فریزر درجه سانتی -20ها جدا گردید و در دماي گراد) نمونهسانتی

  .)1961المن و همکاران، نگهداري شد تا به عنوان منبع کولین استراز مورد استفاده قرار گیرد (
) و ASTهاي آسپارتات آمینوترانسفراز (آنزیمگیري سطح فعالیت اندازه ترانس آمینازها: سنجش

پلاسما با استفاده از کیت شرکت پارس آزمون (ساخت ایران) و توسط  )ALT( آلانین آمینوترانسفراز
 NAD+ و تبدیل آن به NADPH بر اساس مقدار مصرف UV/VIS England-S200دستگاه فتومتر 

ها بر سطح فعالیت این آنزیم). 1998صورت گرفت که یک واکنش برگشت پذیر است (توماس، 
گیري شده و بر دقیقه اندازه 3نانومتر و در طی  340اساس واکنش بیوشیمیایی فوق و در طول موج 

  اساس فرمول اختصاصی کاتالوگ شرکت پارس آزمون محاسبه گردید.
میزان غلظت پروتئین کل ماهیچه و مغز با روش  :کل و فعالیت آنزیم استیل کولین استراز سنجش پروتئین

 )BioTek Elx 808الایزا (مدل ي دستگاه نانومتر به وسیله 540) در طول موج 1951لوري و همکاران (
ل و تعیین گردید. در این روش از فولین به عنوان معرف رنگی استفاده شد. سپس از روي منحنی حاص

فعالیت  یزانگیري مها بدست آمد. اندازهي خط آن، غلظت پروتئین موجود در نمونه بافتمعادله
دستگاه ي نانومتر به وسیله 420در طول موج ) 1961المن و همکاران ( روش اکولین استرازي ب يویژه

، معرف مولار 1/0ات میکروپلیت ریدر انجام شد. بدین منظور، مخلوط رونشین (آنزیم)، بافر فسفالایزا 
میکرولیتر  100، به هر تیوب افزوده شده و در نهایت حجم آیوداید و استیل تیوکولین DTNBرنگی 

در یک دقیقه هاي میکروپلیت انتقال پیدا کرد و میزان جذب از محلول نهایی به هر یک از چاهک
)O.D./min (.توسط دستگاه خوانده شد  

و اطلاعات به دست آمده از آزمایش سمیت کشنده بچه فیل ماهیان  انجام محاسبات و آنالیز آماري:
تحت امتیاز دانشگاه تهران) ( POLO-PC 2002افزار ومیر آنها توسط نرممقادیر حاصل از میزان مرگ
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حداکثر غلظت مجاز  .تجزیه و تحلیل گردید  USEPA, 1985(Probit program( و بر اساس روش
تقسیم بر عدد   h-96 50LC و از طریق  OECD)2001( شنهاديبر اساس فرمول پی) MATC( 1سم
ي به دست آمدند. فعالیت ویژه h-96 10LCبرابر با ) LOEC( 2حداقل غلظت موثر و همچنین 10

) و U/Lهاي ترانس آمینازي و استیل کولین استراز به ترتیب بر اساس واحد بین المللی بر لیتر (آنزیم
، به عنوان عامل وابسته محاسبه 3گرم پروتئینرولیز شده در دقیقه بر میلینانومول استیل تیوکولین هید

کش و هاي آفتغلظتآنالیز واریانس دوطرفه انجام پذیرفت که ها از طریق شدند. آنالیز آماري داده
توسط آزمون دانکن، با میزان  نیز هاتفاوت میانگین .هاي مواجهه با آنها، فاکتورهاي مستقل بودندزمان

  .ارزیابی گردید 05/0خطاي نوع اول 
  

  نتایج
 تعیین میانه غلظت کشنده -1

توان نتیجه در مرحله سازگاري بچه ماهیان، هیچ گونه تلفاتی در بین آنها دیده نشد، بنابراین می
آن  بیانگرگرفت مرگ و میر ماهیان در طول آزمایش ناشی از افزودن سم به آب تیمارها باشد. نتایج 

بر اساس ماهیان افزایش یافت. ایش غلظت ترکیب مورد مطالعه، میزان مرگ و میر بچهبا افزبود که 
 96و  72، 48، 24در  10LC، 50LC، 90LCمقادیر میزان مرگ و میر در آزمایش سمیت کشنده، میانگین 

ذیل نشان داده شده فیل ماهیان محاسبه گردیده و در جدول  کش دیازینون روي بچهبراي آفت ساعت
  ).1(جدول  است

  
  سمیت کشنده دیازینون در فیل ماهی میانگین غلظت حاصل از آزمایش -1جدول 

  ساعت 96  ساعت 72  ساعت 48  ساعت 24  گرم بر لیتر)غلظت کشنده (میلی
10LC 65/5  15/5 72/4  28/4  
50LC  09/7  63/6  89/5  47/5  
90LC  24/8  77/7  02/6  86/5  

  

                                                
1- Maximum Allowable Toxicant Concentration 
2- Lowest Observed Effect Concentration 
3- nmol hydrolyzed ASCh /min.mg protein-1 
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با افزوده شدن به غلظت سموم دهد که ساعت نشان می 96در مدت  50LCنتایج بدست آمده براي 
به علاوه، با افزایش ساعات آزمایش  ماهیان افزایش یافت.رگ و میر بچهـزان مـعه، میـورد مطالـم

درصد از جمعیت ماهیان تلف شوند. بر طبق این نتایج  50میزان غلظت کمتري از سموم لازم است تا 
h-96 50LC ،LOEC  وMATC 54/0و  28/4، 47/5نون براي بچه فیل ماهیان به ترتیب برابر دیازی 

ها کشبندي سمیت آفتساعت با جدول طبقه 50LC  96ي مقدار گرم بر لیتر محاسبه شد. مقایسهمیلی
دهد که دیازینون براي گونه فیل ماهی نشان می )1993ها، کشدر موجودات زنده (دایرة المعارف آفت

  شود.محسوب می» متوسطسمیت «م با جزء سمو
 هاي آنزیمیهاي شاخصیافته -2

  )AST(الف) آسپارتات آمینوترانسفراز 
 ASTهاي مختلف دیـازینون در سـطح فعالیـت دهد که بین غلظتنتایج تجزیه واریانس نشان می

هـاي مواجهـه در سـطح ) ولـی در بـین زمـانP>05/0داري وجود داشته است (پلاسما اختلاف معنی
زمـان در  -). همچنـین اثـر متقابـل غلظـتP<05/0داري دیـده نشـد (آنزیم تفاوت معنیفعالیت این 

پلاسـما  ASTدار در سطح فعالیـت ي جانوران آزمایشی با سم، حاکی از وجود اختلاف معنیمواجهه
  ). P>05/0است (

شـده  نشان داده 1هاي آزمایشی در شکل خون ماهیان گروه ASTهاي آنزیم نتایج مقایسه میانگین
هاي این است که در روزهاي پنجم و دهم آزمایش سمیت زیر کشنده بین تمام گروه بیانگراست. نتایج 

). در روز پانزدهم آزمایش بین P>05/0دار وجود داشت (گرم بر لیتر تفاوت معنیمیلی 1و  5/0کنترل، 
شد ولی بین دو گروه دیگـر  دار دیدهمیانگین فعالیت آنزیم گروه کنترل با دو گروه دیگر اختلاف معنی

دهد که با افزایش غلظت دیـازینون نشان می 1). شکل P<05/0هیچ اختلاف آماري مشاهده نگردید (
در پلاسماي ماهیان آزمایشی افـزایش یافتـه اسـت، بنـابراین یـک رابطـه  ASTدر آب، فعالیت آنزیم 

  شود.مستقیم بین غلظت سم دیازینون با شاخص ذکر شده دیده می
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روي فعالیت آنزیم آسپارتات آمینوترانسفراز پلاسماي بچه فیل ماهیان طی روزهاي  دیازینونهاي اثر غلظت -1شکل 

  باشد)می α = 05/0دار در سطح پس از شروع آزمایش (حروف یکسان بیانگر عدم وجود اختلاف معنی 15و  10، 5
  

  )ALT(ب) آلانین آمینوترانسفراز 
 ALTهاي مختلف دیـازینون در سـطح فعالیـت دهد که بین غلظتان مینتایج تجزیه واریانس نش

هـاي مواجهـه در سـطح ) ولـی در بـین زمـانP>05/0داري وجود داشته است (پلاسما اختلاف معنی
زمـان در  -). همچنـین اثـر متقابـل غلظـتP<05/0داري دیـده نشـد (فعالیت این آنزیم تفاوت معنی

پلاسما  ALTدار در سطح فعالیت عدم وجود اختلاف معنی بیانگر، ي جانوران آزمایشی با سممواجهه
  ).P<05/0است (

نشان داده شده  2هاي آزمایشی در شکل خون ماهیان گروه ALTهاي آنزیم نتایج مقایسه میانگین
این است که در روزهاي پنجم، دهم و پانزدهم آزمایش سمیت زیر کشنده بین  بیانگراست. نتایج 
گرم بر لیتر) با دو گروه در معرض میلی 0پلاسماي ماهیان گروه کنترل ( ALT فعالیت آنزیم

)، ولی بین P>05/0دار وجود داشته است (گرم بر لیتر دیازینون تفاوت معنیمیلی 1و  5/0هاي غلظت
). P<05/0شود (میانگین فعالیت آنزیم دو گروه ذکر شده با یکدیگر هیچگونه اختلاف آماري دیده نمی

در پلاسماي ماهیان  ALTدهد که با افزایش غلظت دیازینون در آب، فعالیت آنزیم نشان می 2 شکل
آزمایشی افزایش یافته است، بنابراین یک رابطه مستقیم بین غلظت سم دیازینون با شاخص ذکر شده 

  شود.دیده می
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از پلاسماي بچه فیل ماهیان طی روزهـاي بر روي فعالیت آنزیم آلانین آمینوترانسفر دیازینونهاي اثر غلظت -2شکل 

  باشد)می α = 05/0دار در سطح پس از شروع آزمایش (حروف یکسان بیانگر عدم وجود اختلاف معنی 15و  10، 5
  

  )AchEج) استیل کولین استراز (
مغز و عضله اسکلتی  AChEداري بین فعالیت دهد که تفاوت معنینتایج تجزیه واریانس نشان می

). علاوه بر این در P>05/0( هاي دیازینون وجود داشته استهاي تحت مواجهه با غلظتگروهدر بین 
داري مشاهده هاي مواجهه با این سم، در سطح فعالیت آنزیمی مغز و ماهیچه اختلاف معنیبین زمان

 وجود بیانگري جانور با آنها، هاي سم و زمان مواجهه). همچنین اثر متقابل غلظتP>05/0شد (
  در این دو بافت است. AChEدار در فعالیت آنزیم اختلاف معنی

هاي مغز و ماهیچه اسکلتی بچه فیل ماهیان در شکل بافت AChEهاي آنزیم نتایج مقایسه میانگین
این است که در روزهاي پنجم و  بیانگرهاي فعالیت کولین استراز مغزي نشان داده شده است. یافته 3

دار وجود گرم بر لیتر) تفاوت معنیمیلی 1و  5/0کنترل با دو گروه دیگر (دهم آزمایش بین گروه 
). در روز P<05/0) ولی بین دو گروه مذکور هیچ اختلاف آماري مشاهده نگردید (P>05/0داشت (

گرم بر لیتر) میلی 1 و 5/0، 0ها (پانزدهم آزمایش بین میانگین سطح آنزیم مغز در تمامی غلظت
). همچنین نتایج فعالیت استیل کولین استراز عضله اسکلتی P>05/0وجود داشت ( داراختلاف معنی

دار دیده ها تفاوت معنینشان داد که در روزهاي پنجم و دهم آزمایش بین گروه کنترل با سایر گروه
هاي آزمایشی ) ولی در روز پانزدهم آزمایش اختلاف آماري در بین هیچ کدام از گروهP>05/0( شد
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توان دریافت که افزایش غلظت سم دیازینون، سبب می 3). از شکل P<05/0داشته است (وجود ن
ایجاد یک روند کاهشی در فعالیت کولین استرازي در هر دو بافت مغز و ماهیچه شده است. به عبارت 

پاسخ در  -کش دارد. گرچه ارتباط دوزرابطه مستقیمی با غلظت آفت AChEبهتر، مهارشدگی آنزیم 
  از ماهیچه قابل مشاهده بوده است.فعالیت کولین استرازي مغز بیش 

  

  
بر روي فعالیت آنزیم استیل کولین استراز بافت مغـز (بخـش اول نمـودار کـه بـا حـرف  دیازینونهاي اثر غلظت - 3شکل 

بچه فیل ماهیان طـی ) مشخص شده  Mنمودار که با حرف انگلیسی دوم) و عضله اسکلتی (بخش مشخص شده  B انگلیسی
  باشد)می α=05/0 دار در سطحپس از شروع آزمایش (حروف یکسان بیانگر عدم وجود اختلاف معنی 15و  10، 5روزهاي 

  
  بحث

علاوه بر تعیین درجه سمیت دیازینون، اثرات سم دیازینون بر دو شاخص آنزیمی  پژوهشدر این 
) Huso huso() در فیل ماهی AChE) و یک شاخص آنزیمی اختصاصی (ASTو  ALTعمومی (

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج بدست آمده از آزمایش سمیت کشنده نشان داد که میزان غلظت کشنده 
ي باشد و بر پایهگرم بر لیتر میمیلی 47/5درصد از بچه فیل ماهیان برابر با  50ساعت براي  96در طی 

ها در موجودات زنده دیازینون با درجه کشت آفتبندي سمیي آن با جدول طبقهاین کمیت و مقایسه
 50LC 96) مقدار 2006گردد. شاملوفر و همکاران (براي این گونه محسوب می» متوسط«سمیت 
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کش را براي این گرم بر لیتر محاسبه و این آفتمیلی 82/5ساعت دیازینون را براي بچه فیل ماهیان، 
 پژوهشاین مذکور تا حد زیادي مشابه با نتایج  پژوهشج نتای بندي کردند.گونه جز مواد سمی دسته

هاي دیگر ماهیان خاویاري گزارش است. به علاوه، پیش از این سمیت کشنده دیازینون بر روي برخی گونه
 و) Acipenser persicus(سم دیازینون براي قره برون  h-96 50LC، هاشده است. بر اساس این گزارش

) و براي 1999گرم بر لیتر (پژند، میلی 54/2و  38/4به ترتیب ) Acipenser stellatus(اوزون برون 
گرم بر لیتر به دست آمد (محمدنژاد شموشکی، میلی 36/0) Acipenser nudiventris(ماهی شیپ 

هاي اوزون برون سم دیازینون براي گونه h-96 50LC). البته پژوهشگر دیگري، نتایج متفاوتی از 2005
)Acipenser stellatus ( و شیپ)Acipenser nudiventris (67/7و  98/4ه کرده که به ترتیب یارا 

). 2005 ؛ خوشباور رستمی و سلطانی،2005باشند (خوشباور رستمی و همکاران، گرم در لیتر میمیلی
اي کپور نقره)، Rutilus frissi kutum(کمیت میانه غلظت کشنده براي سم دیازینون بر ماهی سفید 

)Hypophthalmichthys molitrix ( و ماهی سیم)Abramis brama ( 1/8و  9/1، 34/0به ترتیب 
). همچنین این کمیت براي دیازینون در بچه 1996گرم بر لیتر گزارش شده است (نصري تجن، میلی

و سیاه کولی ) Brachydanio rerio(و ماهی گورخري ) Rutilus rutilus caspicus(ماهیان کلمه 
)Vimba vimba persa (انصاري و میلی 09/0و  12/2، 81/12ترتیب به) گرم بر لیتر بدست آمد

). 2012، و همکاران ؛ پاشایی چلکاسري2009؛ محمدنژاد شموشکی و شاهکار، 1987اسلام کومار، 
سیاه «مختلف ماهیان در برابر سم دیازینون به صورت  هايگونه حساسیت نظر از در مقایسه بنابراین

اوزون برون  >ماهی گورخري  >اي کپور نقره >) 2005شیپ (محمدنژاد شموشکی،  >سفید  >لی کو
فیل ماهی (شاملوفر  >) 2005اوزون برون (خوشباور رستمی و همکاران،  >قره برون  >) 1999(پژند، 

 باشد.می» کلمه >سیم  >) 2005شیپ (خوشباور رستمی و سلطانی،  >) 2006و همکاران، 

هاي سرمی فیل ماهی حاکی از این است که با افزایش غلظت دیازینون در آب، فعالیت زیمنتایج آن
در پلاسماي ماهیان آزمایشی افزایش یافته است، بنابراین یک رابطه مستقیم  ALTو  ASTهاي آنزیم

هاي شود. اثر سم دیازینون بر شاخصهاي ذکر شده دیده میبین غلظت سم دیازینون با شاخص
 این پژوهشیایی پلاسماي خون کپور معمولی و قزل آلاي رنگین کمان نیز در توافق با نتایج بیوشیم

هاي مورد پژوهش با افزایش نشان داد که فعالیت آلانین و آسپارتات آمینوترانسفراز پلاسماي گونه
). 2010؛ بنایی و همکاران، 2002داري داشته است (لوسکوا و همکاران، غلظت این سم افزایش معنی
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) ALTو  ASTهاي سرمی (از جمله ها، گزارش شده است که برخی آنزیمهمچنین در تائید این یافته
ماهیان پس از مواجهه با سموم گالیم و سایپرمترین و اندوسولفان نیز افزایش یافتند (یانگ و چن، 

ونی و همکاران بر اساس گزارش شاهس .)2011؛ باچتتا و همکاران، 2011؛ گابریل و همکاران، 2003
در  ASTو  ALTهاي سرمی ماهیان خاویاري، میزان نرمال آنزیم ) در مورد میزان طبیعی آنزیم2007(

المللی در لیتر واحد بین 27/290±29/60و  06/6±14/1ترتیب کل جمعیت فیل ماهی دریاي خزر به
)IU/L (هاي ذکر شده به ویژه در مورد بوده است، که کمیتAST ین پژوهش نزدیک است.به نتایج ا  

هاي فعالیت کولین استراز بافتی نشان داد که افزایش غلظت سم دیازینون، سبب ایجاد یک یافته
روند کاهشی در فعالیت کولین استرازي مغز و ماهیچه شده است. به عبارت بهتر، مهارشدگی آنزیم 

AChE پاسخ در فعالیت کولین - دوزکش دیازینون دارد. گرچه ارتباط ي مستقیمی با غلظت آفترابطه
هاي کونگ و همکاران با یافته این پژوهشاسترازي مغز بیش از ماهیچه قابل مشاهده بوده است. نتایج 

کش دیازینون سبب مهار کولین استراز مذکور آفت پژوهش) مطابق بوده است، به طوري که در 2008(
 در) Channa striata(ان سرماري درصد ماهی 80در  Diazinon-steraseمغزي و تشکیل کمپلکس 

تواند روي رشد ماهیان اثر کش شده بود. به علاوه این پژوهشگر نشان داد که دیازینون میمعرض آفت
). همچنین دیازینون و کلرپیریفوس 2009درصد) داشته باشد (کونگ و همکاران،  30منفی (در حدود 

). 2000اند (دمبله و همکاران، لی شدهها و سرم خون کپور معمودر بافت AChEسبب مهارشدگی 
هاي فسفره با مهار کولین استراز بافتی و افزایش نرخ مصرف اکسیژن ماهیان در معرض، کشآفت
مهارشدگی این آنزیم عصبی، سبب  .)2008توانند سبب مرگ و میر آنها گردند (پاتیل و دیوید، می

این حالت فلجی در عضلات تنفسی از مهمترین باشد که ها و احتمالا فلج عضلانی میتونوس ماهیچه
رسد در این پژوهش بنابراین به نظر می). 2004دلایل مرگ و میر ماهیان است (سینگ و همکاران، 

مرگ و میر بچه فیل ماهیان تحت تیمار با دیازینون که با اختلالات عصبی و تنفسی توام بوده است، 
در  هاي مغز و عضلات این جانوران باشد.از در بافتناشی از مهارشدگی آنزیم استیل کولین استر

بد ـهاي مغز، قلب، عضله اسکلتی و ک) فعالیت استیل کولین استراز بافت1997گزارش فرنزي و همکاران (
ثبت شده است  mU/min/mg protein 5/29و  1/30، 9/47، 2/183تاس ماهی سیبري به ترتیب برابر با 

  .زي به نتایج این پژوهش نزدیک استـمغ AChEژه در مورد یـر شده به وـهاي ذکمیتـه کـک
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توان می 50LC هاي سمیت حاد و تعییني آزمایشتوان گفت، با وجود اینکه به وسیلهدر نهایت می
 مقادیري مانند حداقل غلظت موثره، حداکثر غلظت مجاز حداکثر و درجه سمیت ترکیب دیازینون را

که از نظر آزمون کشندگی، غیرموثر و مجاز براي  کشهایی از این آفتغلظتلیکن محاسبه کرد، 
هاي آنزیمی سرم خون د باعث بروز تغییراتی در شاخصتواننمی شوند،هاي غیرهدف شناخته میگونه

پاشی گردد پس از فصل سمو مهارشدگی استیل کولین استرازي در آنها گردند. بنابراین پیشنهاد می
ماهیان خاویاري حاصل از تکثیر مصنوعی صورت گیرد تا از خطرات احتمالی و اقدام به رهاسازي بچه

هاي فسفره آلی نظیر دیازینون کشسموم کشاورزي به ویژه حشرهتلفات بالاي ناشی از باقیمانده 
هاي هاي مهم در برنامهکشي آفتگیري مقادیر باقیماندهجلوگیري شود. همچنین ضروري است اندازه

هاي دریاي خزر انجام گیرد. امید است این پایش مداوم محیط زیست به ویژه در مصب رودخانه
  ایر ماهیان مهاجر بومی موثر باشد.ها بتواند در حفظ ذخبرنامه

  
  سپاسگزاري

ارشد مرکز تکثیر و پرورش وسیله نویسندگان مقاله از جناب آقاي مهندس مخدومی کارشناسبدین
ماهی شهید رجایی ساري، آقاي مهندس رضا عاشوري و سرکار خـانم موسـوي مسـئولین آزمایشـگاه 

یمانه ورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهـران صـمهاي آبزیان گروه شیلات پردیس کشاشیلات و بیماري
  نمایند.تشکر و قدردانی می
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